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Zur Frage der Wirkung von DTPA auf Sdugerchromosomen in vitro

Die Frage, ob Chelatbildner Chromosomenschdden be-
wirken, ist in den letzten Jahren von einer Reihe von
Autoren unterschiedlich beantwortet worden. Danach
erhéhen Na-didthyldithiocarbamat (DIECA), 8-Hy-
droxyquinolin, KCN, Cupferron, 2,2-Bipyridin (BP),
1,2-3,4-Diepoxybutan (DEB) und Kombinationen von
KCN, BP und DEB die Aberrationsrate in Vicia faba-
Wurzelspitzenzellen 1.2

Die Athylendiamintetraessigsiure (ADTA) ruft ver-
mehrt Briiche in Chromosomen von Speicheldriisenzellen
von Drosophila melanogaster und in Meristemzellen von
Allium cepa hervor3. Andererseits finden sich in mensch-
lichen Leukozyten nach Behandlung mit Desferrioxamin
B (DFOA) und Penicillamin (PA) keine Chromosomen-
schiden®. Es ist daher von Interesse zu priifen, ob thera-
peutisch besonders wichtige Chelatbildner, die z.B. zur
Dekorporation von Radionukliden eingesetzt werden, die
spontanen Aberrationsraten bei Siugerzellen erhohen
kénnen. Zu dieser Gruppe von Substanzen gehort die
Didthylen-triaminpentaessigsaure (DTPA)S.

2-3 Tage alte Zellen einer Monolayerkultur eines bei
uns seit Jahren gehaltenen Subklons der Chinesischen
Hamsterzellinie B14 F28 dienten als Versuchsmaterial.
Die Zellen wurden mit Ca-Na-DTPA-Konzentrationen
von 10-% 10-2 und 10-3M, — gelGst im verwendeten Mc
Coy-5a-Medium- 4, und im Falle von 10-3}/ auch 8 h lang
behandelt. Die zur Metaphasenanreicherung notwendige
Colcemidbehandlung dauerte 4 h, anschliessend erfolgte
die Spreitung der Metaphaseplatten nach der air-dry-
Methode. Fiir jeden Aberrationsratenwert von behandel-

Briiche bzw. Aberrationen pro Zelle

ten Zellen wurden insgesamt 300-400 gut gespreitete
Metaphaseplatten ausgewertet, bei den jeweiligen Kon-
trollen 200.

Die Berechnungen der Aberrationsraten beruhen also
auf mindestens 200 Metaphaseplatten pro Wert. Die Aus-
wertung der Aberrationen umfasste Chromatid- und
Isochromatidbriiche sowie gaps. Komplexe Konfigura-
tionen wie exchanges, Ringe, dizentrische Chromosomen
traten im Gesamtmaterial nur vereinzelt auf und wurden
nicht erfasst. Die Ergebnisse, die in der Tabelle darge-
stellt sind, zeigen keinen statistisch sicherbaren Unter-
schied zwischen den 4-Stunden-Werten aus den Versu-
chen mit 10-% und 10-2}4 DTPA. (Py2> 0,05; berechnet
aus der tatsdchlichen Gesamtzahl ungeschidigter und
geschidigter Chromatiden in 200, 300 oder 400 Zellen).
Nach Behandlung mit der 10-1M-Konzentration traten
die meisten Zellen nicht mehr in die Mitose ein bzw.
starben noch unter der Behandlung ab. Die hochste to-
lerierte Dosis liegt also demnach hier zwischen 10-2 und
10-1M. Die sichere Bestimmung von Aberrationsraten
ist nach Behandlung mit 10-1M DTPA nicht mehr mog-
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Experiment Nr.  DTPA Behand- Anzahl a) Gaps b) Briiche a) + b) = Briiche Aberrationen pro Zelle
M-Konz. lungszeit  Zellen Aberra- pro Zelle
(h) tionen
la 0 - 100 2 2 4 0,020 0,040
1b 0 - 100 2 4 6 0,040 0,060
la + 1b 1] - 200 4 6 10 0,030 0,050
la 10-3 4 100 2 4 6 0,040 0,060
1b 1073 4 100 5 3 8 0,030 0,080
1b 103 4 100 4 7 11 0,070 0,110
la +1b 10-2 4 300 11 14 25 0,047 0,083
2a 0 - 100 1 2 3 0,020 0,030
2b 0 -~ 100 4 1 5 0,010 0,050
2a + 2b 0 - 200 5 3 8 0,015 0,040
2a 10-3 8 100 2 2 4 0,020 0,040
2a 10-8 8 100 3 1 4 0,010 0,040
2b 103 8 100 1 3 4 0,030 0,040
2b 10-3 8 100 4 2 6 0,020 0,060
2a + 2b 103 8 400 10 8 18 0,020 0,045
3a 0 - 100 4 3 7 0,030 0,070
3b 0 - 100 4 3 7 0,030 0,070
3a+ 3b 0 - 200 8 6 14 0,030 0,070
3a - 1072 4 100 1 5 6 0,050 0,060
3a 102 4 100 1 8] 7 0,060 0,070
3b 102 4 100 4 2 6 0,020 0,060
3b 10-2 4 100 1 7 8 0,070 0,080
3a + 3b 102 4 400 7 20 27 0,050 0,068

Briiche = Chromatid- + Isochromatidbriiche.
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lich. Auch zwischen den 4- und 8-Stunden-Werten der
Konzentration 10-2 ist kein statistisch sicherbarer Unter-
schied vorhanden (py?> 0,05; berechnet wie oben ange-
geben). Das bedeutet, dass DTPA unter diesen Versuchs-
bedingungen keine Erhéhung von Chromosomenaber-
rationsraten induziert.

Therapeutisch ist die in Anwendung kommende Kon-
zentration von 10-3 bereits an der Grenze der Vertrdg-
lichkeit. Um so mehrist der Befund interessant, dass nicht
nur diese Konzentration, sondern auch diejenige von
10-2M keine Aberrationen hervorzurufen vermag.

Aus diesen Ergebnissen — wie aus denen nach DFOA-
und PA-Behandlung?—ist zu schliessen, dass ein Metall-
ionenentzug aus den Zellen, und damit unter Umstdnden
auch aus der Chromosomenstruktur, nicht zur Erhéhung
der Chromosomenbruchrate zu fithren braucht. Der in der
vorliegenden Untersuchung verwendete Zellklon hat eine
Generationszeit von 15-16 h und dabei eine G,-Phase von
4-5 h¢ Demnach sind in den Versuchen mit 4-Stunden-
Behandlung praktisch nur G,-Zellen ausgewertet wor-
den. Weitere Versuche mit anderen Zellzyklusstadien
sind wiinschenswert, zumal eine mit den Zellzyklusstadien
korrelierbare Verteilungsinderung von Metallionen in
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Zellen nachgewiesen wurde?. Sollten ausserdem in vivo
Untersuchungen mit Knochenmarkszellen und Lympho-
zyten die in vitro Befunde mit DTPA bestdtigen, dann
konnten beim praktischen Einsatz genetische Bedenken
entkriftet werden?.

Summary. The influence of DTPA on the chromosome
aberration rate of Chinese hamster cells in culture was
studied. No increase of the aberration rate was observed
after treatment with 10-2 and 10-3M concentrations.
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Muntjac Chromosomes: A New Karyotype for Muntiacus muntjak

The evolutionary history of the primitive muntjac deer
(Muntiacinae) and karyotypes of two species of the genus
Muntiacus have been described?!. The taxonomy of Mun-
tiacus is not complex, only 5 species being listed by ELLER-
maN and Morrison-Scort? This study is concerned with
Mumntiacus munitjak, commonly called Indian muntjac, of
which there are 8 subspecies listed 2.

Previous chromosome analyses on M. muntjak' were
performed on offspring of stock captured in Assam. These
animals are considered, on the basis of geographical range,
to be M. muntjak vaginalis. The diploid number of chro-
mosomes is 7 in the male and 6 in the female; both sexes
carry an X to autosome translocation.

Chromosome analysis has now been done on a female
muntjac captured near Kuala Lumpur, Malaysia, and
considered on the basis of geographic range to be Mun-
tiacus muntjak muntjak. Preparations were made from a
fibroblast culture grown from skin explants cultured in
McCoy’s 5A (modified) medium enriched with 209, fetal
calf serum. This animal has a diploid number of 8 (Figure
1) with an X to autosome translocation confirmed by the
use of autoradiography. A diploid number of 9 would be
expected in the male of this subspecies. A karyotype of
M. muntjak vaginalis shows in Figure 2. In M. muntjak
muntjak the No. 1 pair of large metacentrics found in
M. m. vaginalis is replaced by a pair of large submetacen-
trics and a pair of acrocentrics. The X chromosome, ex-
clusive of the autosome to which it is fused, equals 9.17 4+
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0.869%, by weight of the haploid complement, as deter-
mined by the photo cutout method?. This value is similar
to that of the Indian animal reported previously to be
9.39, 1. '

DNA values have been determined on the female from
Malaysia and on 1 male M. m. vaginalis. Determinations
were made on 35 Feulgen stained fibroblasts and com-
pared to 35 human lymphocytes analyzed simultaneously
as controls. Measurements were made with a Deeley In-
tegrating Microdensitometer. DNA value for the M.
muntjak vaginalis was 0.7244-0.012, for the M. munijak
muntjak was 0.948-4-0.029 and for two specimens of M.
reevest was 0.8941-0.033 of the human value.

Karyotype evolution and chromosome homology are
intriguing problems in the muntjacs. The Chinese or
Reeve’s muntjac (M. reevesi) has a diploid number of 46
and all the autosomes are acrocentric4. Neither evolution
of the karyotype of M. muntjak from that of M. recvest,
or vice versa, nor the karyotype of a common ancestor
can be easily imagined. Transition of karyotypes from that
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Fig. 1. Karyotype of Muniiacus munijak mun-
tjak. X 1600.



